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緒言
結核をは じめとする抗酸菌感染症の研究は、RobertKochによる結核菌の発見以来今日に至る110余
年の間著 しい発展を遂げたが、菌体外毒素を産生する一般細菌の病原性発現機構 とは異な り、複雑 な
細胞性免疫反応に基づ く病変形成機序は現在でも未解明な点が多い。第二次世界 大戦後、結核は抗結
核薬の世界的普及により着実に減少傾向を示していたが、最近その減少化傾向が鈍化 し、特にHIV/A-DS
合併症、多剤臨性結核菌の出現、集団感染事例の増加等、改めて結核の深刻さが問題視され、即ち再
興感染症 として結核が甚大な脅威 となっている。新興 ・再興感染症対策 として、世界保健機関(WHO)
は1993年に 「結核非常事態宣言」を発表 し、日本でも厚生省は1999年に 「結核緊急事態宣言」を発
表 した。このような状況の中で結核対策 における世界的戦略 として結核の簡便な迅速診断法の開発、
新規薬剤の開発、新規ワクチンの開発が急務であ り、筆者は特に結核の迅速診断法についての研究 を
行った。
結核の診断は、患者検体中に抗酸菌を証 明することが基本(病 原体診断)で あ り、喀痰塗抹標本 を
抗酸性染色により抗酸菌を検出するか、或いは培養によ り抗酸菌を検出することにより診断が確定 す
る。前者は菌数の少ないときには検出が困難であり、後者は分離培養に長期間(約8週 間)を要 し、
確定診断が遅延 し、 その結果、結核医療 に支障を来 している。また、実際には結核菌を検出できな い
(喀痰への排菌のない)排菌陰性患者が結核患者全体の半数を超えてお り、最近開発されたPCR法1)は
排菌陽性患者について迅速診断が可能とな りつつあるが、精度 ・再現性等に問題 があ り、排菌陰性患
者に対する診断法としてはまだ十分とは言えない。
抗酸菌の特徴は菌体表層にワックス様の脂質を多量に含み、 したがって色素に染色され難 く、一旦
染色されると酸によっても脱色され難い'航酸性"を 呈することである。この疎水性に関与する菌体表
層の構成成分は ミコール酸を始めとする各種脂質である。ミコール酸は天然では非常にまれなα位に分
岐鎖、晦 に水酸基を持つ長鎖脂肪酸であ り、特に トレハロースに2分子の ミコール酸がエステル結合
したcordfactor(txehalose6,6'-limy◎olate,TDM)は、その毒性に加え、免疫薬理学的な各種生理活性につ
いて研究が進められている2-"n。このように疎水性の強い脂質成分は、一般細菌が産生する水溶性タン
パク質と異な り、免疫反応を誘導する抗原物質や生体調節物質としては馴染み難い構築成分であるが、
このような性質が結核や抗酸菌感染症の発症や病変の進展に寄与していると考え られる。筆者らは こ
のooldfactorに対する抗体(lgG及びIgM)が結核 または非結核性抗酸菌症患者に特異的に出現 し、排
菌陽性のみならず排菌陰性患者にも高率に上昇 していることを見いだし、001dfactorを抗原 とした
ELISA法によ り抗体を検出し、結核などの抗酸菌症の血清学的診断法として開発中であるs-i°n。Cord
factorを抗原とするELISA法は抗原が全ての抗酸菌の菌体表層に存在すること、さらに疎水性が強 くマ
イクロプレー トに固相化 したとき安定で あることか ら日常臨床においても実施可能である。また、排
菌陰性患者血清においても約70-75%の陽性率を示し、遺伝子診断法では20%以下であることを考慮す
1
ると抗酸菌症の診断方法として非常に有用であると思われる知見を得たu>。
本研究では、これ ら菌体表層脂質成分に焦点を当て、その代表的な構成成分であるcordfactorに対す
る抗体を実験動物(マ ウス及び家兎)で 作製 し、その性質を解析 した。さらに結核及び非結核性抗酸
菌症患者血清中の抗cordfactor抗体が認識するエピ トー プの解析を行い、より高感度で特異性の高い血
清学的迅速診断法の開発を目的として種々の検討を行なった。
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本 論
第1章ELISA法 による抗cordfactor抗体の検 出
材 料お よび方法
精製 した抗原 糖脂質 あるい は ミコール酸 メチルエステル をヘキサンに溶解 し、マイ クロプ レー ト(ポ
リスチ レン製,Fal◎on3915,BectonDickinsonandCo.,USA)の各wellに0.63-40μg!50ｵ1を加 え、常 温
でovernight放置 して 自然乾燥 させ各抗原 をコー トした 。ブロ ッキ ングは0.05%Tween-20を含 む リン酸
緩衝液(PBST)300μ1を加 えて1時 間以上放置 したの ち、吸引によ り緩衝液 を除去 した。各wellに
PBSTで希釈 した血清50μ1を 加 え1時 間反応 させ た。PBSTで3回 洗浄 したのち、二次抗体 として
pemxidase標識抗 ヒ ト(マ ウス,ウ サギ)IgGσgM)抗体500倍希釈液50μywe11を加 え1時 間反 応させ
た。さ らに、PBSTで3回 洗 浄 して基質 として(卜pheny1㎝ediaminelmglm1溶液(0.lMcitrate,0.2M
NaHPO4,0.04%Hz(h)50ｵDwellを加 えて10分 間反応 させて発色後、6MICl50μ1で反応 を停 止 させ、
マイク ロプレー トリーダーで波長492石30㎜の吸光度 を漫掟 することに よって抗体濃度 を定量 し8)。
結果お よび考察
本ELISA法によ り結核 患者血清 中に存在す る抗cordfactor抗体微量測定系が確立で きた。
特 に、抗 ◎01dfactor抗体の微量定量法 と して結核患者血清の場合、血清希釈倍率160倍,◎01dfactor
抗原2.5陟glwellで陽性判定 に良好 な結果が得 られた。また、cordfactor以外 の ミコール酸含有糖脂質 あ
るいは ミコール酸 メチルエ ステル を抗原 と して用い た場合 も 同様 に抗体価が測定 で きる こと、 さ らに
マ ウス、 家兎 にお ける抗 ◎ordfactor抗体 の定量 も二次抗体 をanti-mouse,anti-rabbitIgG(lgM)に変更 す
ることに よって 同様に測定 で きる ことか ら、以 降の実験 系にお けるassay法として採用 した。
ELISAの系にお いて疎水性 の強い ◎ordfactorを抗原 として用い ることは、従来 の水溶性 タ ンパ ク質を
用いた抗原抗体反応 と異な る点であ る。
小括
結核菌 を始 め とする類縁抗酸菌 の菌体表 層脂質成分 として 普遍的に含 まれ る ミコール酸含有糖脂 質
cordfactorを抗原 としたELISA法による抗cordfactor抗体 の 体量を測定 する系 を確立 した。本ELISA
系は、従来のタ ンパ ク質を用いた抗原抗 体反応 とは異 な り、 抗原 として疎 水性 の強い糖脂 質を用い る
ことが特徴であ る。
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第2章 マウスにお け る抗 ◎ordfactor抗体の作製 とその性質
第1節RhodococcusTuber由来001d伽torの単離精製
材料お よび方法
Mycobacteriumを始めNocardia,Rhodococcus等の類縁抗酸菌 には菌体表層成分 と して普遍 的に ミコー
ル酸が存在 するが、菌種 によ りその炭素鎖長等の構造が異な っている12,13)。そこでR.tuberR-1株を
培養 し、Folchの方法1つに準 じて、加熱滅菌後 に遠心集菌 した菌体 にchloroform/methanol(2:1,byvol.)
混合溶媒 を加 えて超 音波処理 し、蒸留水 を加えて2層 分配 によ りcnldelipidを得た。さ らに薄層 クロ
マ トグラ フィー(TLC)を用 いて各種展開溶媒系で移動度 の違 いか らcordfactor,GM,MMを単離 精製 し
た。単離精製 したcordfactor,GM,MMはソフ トイオン化 質量分析法(FABIMS)、ガスク ロマ トグラフ
ィー ・マススペ ク トロメ トリー等 によ り分析 した1の。
結果お よび考察
R.ruberR-1株か5単 離精製 して得 られ る ◎ordfactorは、α位 にC,2またはC,4の分岐鎖 を有 し炭素鎖
長C46のモ ノエ ンを中心 とするCaa-Caaの分子種か らなる ミコール酸 を含 んでいた。 また、R.tuberR-
1株を培養す る際 に単一炭素源 としてgluQoseやmamose等を用 い ることによ り、◎oldfactor以外の ミ
コール酸含有糖:脂質glucosemonomycolate(GM)及びmannosemonomy◎date(MM)も産生 された1の。
これ らミコール酸含有糖脂 質は、結核菌 に比べ炭素鎖 長が約1/2-2/3であ り、マ ウスに対 する致死毒性
も低 く、取 り扱 いも容易な ことか ら、実験材料 と して最適であ った。
第2節 マ ウスにお ける抗 ◎01d嫐or抗体 の作製
材料および方法
R.tuberR-1株よ り単離精製 したcordfactorを全量の3.2%となるようにFreund'sincompleteadjuvant
(DifooLaboratories,Mich,USA)と等量のPBS存 在下 に0.2%Tween-80(WakoPureChemicalIndustries,
Ltd.,Osaka)を含む生理食塩水 に浮遊 させ、テ フロ ン製 ピス トンホ モジナイザーでwater-in-oil-in-water
(w/o/w)ミセル を調製 し1の、ICR系マ ウス(6-8週齡,雄)に 腹腔 内投与 した。
結果および考察
Cordfactorを複数 回少量(30晒g1匹)投与 した場合 と1回 大量(300μg!匹)投与 した場 合にお ける抗
cordfactor抗体 の産生量の相違 をELISA法で測定比較 した。1回大量投与では抗体価は上昇 しなかった
が、5-7日間隔で頻 回少量投与 することによ り、4尋週 間後 に抗 ◎ordfactor抗体価 が上昇 した(Fig.1)。
このように疎水性 の極めて強 いwrdfactorをwlo/wミセル の形で マウス に頻回少量投与す ることによ り
4
抗 ◎ordfactor抗体が産生されるこ とが判 明 した。さ らに、同様 の方法でGM,MMを 抗 原 として マウス
を免疫 し、それぞれの免疫原に対する血清抗体を得た。
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Fig.1.Time-courseofanti-cordfactorantibody
productioninmicebymultipleimmunization.Mice
wereinjectedintraperitoneallyatO,4,9,16,23and30
days.Arrowsindicateinjectiontime-points.Test
bleedingwasdonebycardiacpuncture.InELISA,
seradiluted40timeswereusedasthefirstantibodyand
10μgofco蒼df的torfh}mRr〃berwasusedasantigen.
Peroxidase-conjugatedanti-mouseIgM+IgGgoat
antibodywasusedasthesecondantibody.
第3節 抗cordfxtor抗体の性 質
材料お よび方法
第2節 で得 られた各血清抗体の反 応性 をELISA法を用いて比較 した。
ELISA抗原 と して ◎ordfactor,GM,MMに加 え、各種抗原 との反応性 を比較するために、RruberR-1
菌体 か らchlomfbmlmethano1(2:1,byvol.)でcordfactor等の ミコール酸含有糖脂 質を抽 出除去 した残 渣
(主として細胞壁骨格 のarabinogalactanmy◎olateを含 む)を 調製 した。さらに、R.ruber,Mycobacterium
intrace〃ulareの菌体残渣 をアルカ リ水 解 して各種 ミコール酸 メチルエステルを抽 出 ・精製 した。
結 果お よび考察
いずれの糖脂 質で免疫 した場合で も、血清抗体 はcordfactorとよ く反応 し、他 のGM,MMをELISA
抗 原 とした場合 よ りも高い抗体価を示 したが、 各血清抗 体は ◎ordfactor,GM,MMとの間で交差反応 を
示 した(Fig.2)。したが って、これ らの抗体は糖鎖部分 を認識するがその特異性 は低 く、主に疎水性 の
強い ミコール酸 部分を認識 してい る可能性が示唆された。
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Fig.2.Antigen-speci丘d取ofselafrc)m
血cei㎜1血zsdwithmycoloylglycolipids.
Serafrom血cei㎜ ㎞ 跏i血cordfactor
(A),GM(B),orMM(C)wereusedasthe
firstantibody,and10ｵgofcordfactor,GM,
orMMfromR.ruberwasusedasantigen.
Fachserawerediluted圃,40times;閣,80
times;　 ,160times;●,320times.
Pemxidase・conjugatedanti-mouseIgM+lgG
goatantibodywasusedasthesecond
antibody.
そ こで、この点を確認するために、菌体 か らc租010fblm/me血mo1(2:1,byvol.)で◎ordfactor等の ミコ
ール酸含 有糖脂 質を抽出除去 した残 渣(主 として細胞壁 骨格 のarabinogalactanmy◎olateを含む)に 対す
る抗 ◎ordfactor抗体の反応性 を調 べた。脱脂菌体(残 渣)をELISA抗 原 とした場合で も血清抗体は反
応 し、抗 ◎onifactor抗体 は細胞壁 に結合 した ミコール酸(arabinogalactanmycolate)とも反応 することが
わか った(Fig.3)。
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Fig.3.Reactivityofserafrommice
immunizedwithcordfactoragainst
intactordelipidatedcellsofR.Tuber.
Delipidatedcellswerepreparedasthe
residuesextractedwithchlomform-
methanol(2:1,byvol.).Intactand
delipidatedcellswereadjustedtoO.4and
O.08valueofO.D.at525nm,andused
asantigen.Serafrommiceimmunized
with◎01dfactor(1丶B)andcontrolse瓰
(C,D)wereusedasthefirstantibody.
S・rawered董1・t(組口,40times;齷,80
times;匸],160tim(器;鬪,320times.
Pemxidas命co煽uga重eda皿ti-mouseIgM+
IgGgoatantibodywasusedasthe
secondantibody.
さ らに、菌体 残渣をアル カ リ水解 して得 られた ミコール酸 メチル エステル との反応性 を比較 すると、
R.ruber由来 の ミコール酸 メチル エス テル とは 良 く反 応 したが、 炭素鎖 長 の長 い(主 にC8。、2)M.
intrace〃ulare由来の ミコール酸 メチルエ ステル との反応 性は低かった(Fig.4)。吸収実験 にお いてco撮
factorの糖 部分 を構成する トレハ ロー スで は十分 に吸収 され ず(Fig.5)、抗 ◎ordfactor抗体 は炭素鎖長の
違 いも含 め ミコール 酸部分 を主に認識 す る抗体で ある と考 え られた。 この様 な長 鎖分岐脂肪酸 に対 す
る抗体 に関 して はKato")による報告以外 な く極 めてユ ニー クなものである。
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Fig.4.Antigen-specificityofserafmmmice
immunizedwithconsfactoragainstmycolicacid
methylester.Mycolicacidmethylestersfrom
R.tuberandM.intracellularewereusedas
antigens.Serafrommiceimm曲ガwithoo皿
factorofR.厂〃わεアwelediluted團,10times;圏,
20times;　,40times;●,80times,andused
asthefirstantibody.Antigenwasa-mycolic
acidmethylesterofR.ruber(R.r.a-MA),ora-
(M.i.a-MA),keto(M.i.ketoMA),dicarboxy
(M.i.dic.MA)mycolicacidmethylestersofM.
intracellulare.Theamountofeachantigenwas
lO晒g!wel亜.Pemxidaseくo切ugatedanti-mouse
IgM+IgGgoatantibodywasusedasthesecond
antibody.
Fig.5.Failuretoabsod)◎ordfactorspeci丘city
ofantibodybytrehalose.Antiくx)ldfactorse瓰
(25ｵ1)wereincubatedovernightwithliposomes
containingO.75ｵmolofcoalfactorfromRruber
(0)orliposomeswithout◎ordfactor(●)in(!㌧
B)_Forinhibitionbytrehalose,anti-cordfactor
serawereincubatedwithO.1Moftrehalose(　)or
withouttrehalose(　)in(C,D).Thesecond
antibodywasperoxidase-conjugatedanti-mouse
IgGgoatantibodyin(A,C),pemxidase-
conjugatedanti-mouseIgMgoatan±ibodyin(B,
D).Inailexperiments,10ｵgofcordfactorfrom
R.ruberwasusedasantigen.
第4節 抗 ◎ordfactorモノクローナル抗体の作 製 とその性質
材料お よび方法
マウス をcordfactorで免疫 して得 られ た抗coralfactorポリク ローナル抗体の免疫学的特性 が確 認で き
たので、 よ り詳細な解析 をす るため、モノクローナル抗体の作製を試みた。BALBlcマウスに30μgの
cordfactorをw/01wミセルの形 で6回 投与 し抗体産生 を確認 したのち、 マウス脾細胞 を取 り出 し、45%
ポ リエチ レング リコール4,000(Meek,Darmstadt,Germany)を用いて ミエ ロー マ細胞P31×63-Ag8(X63)
と細胞融合 させハイ ブ リ ドー マクロー ンを作製 し、限界希釈法 にて抗 ◎Oldfactorモノクb一 ナル抗 体
(moAb)産生細胞 をクロー ニング した18-2°)。
結果お よび考察
得 られ たmoAbはcordfactor,GM,MMさらにR.Tuber由来 の ミコール酸 メチル エステ ルと反応す る
一 抗 ◎ordfactorポリク ローナル抗体 と同様 の性質 を有する ことが確認 できた(Fig.6)。
7
Fig.6.Reactivityofmonoclonalandpolyclonal
anti・coldfactorantibodytova面usmy◎oloyl
glycolipidsandamycolate.MoAb(lgM)was
comparedwithpolyclonalIgMandIgGantibody.
MoAbandse1afn)m】面 ㏄imm血zedwith◎ordfactor
(polyclonalantibody)diluted128timeswereusedas
thefilstantibody,andpeK)xidase一α)瑚ug釦[edanti-
mouseIgMorIgGgoatantibodywasusedasthe
seoDndantibody.Tenμgof◎andfactor,GM,MM,or
a-mycolatefmmR.Tuber(R.r.aMA)andM.
intracellulare(M.i.aMA)wasusedasantigen.
Columnsshow　 ,moAb(lglvl);●,polyclonalanti-
oo!dfactorIgMantibody;掴,polyclonaIantiくx)Id
factorIgGantibody.
小括
マ ウス にcordfactorをwlolwミセルの形 で頻 回少量投与 する ことによ り、糖脂質に対 する抗体 を産生
させ るこ とがで きた。本抗体 は、cordfactorの糖 部分で ある トレハロースよ りも、脂質部分で ある ミコ
ール酸 を強 く認識す る抗体で あった。さ らに、同様 の性 質を有す る抗cordfactorモノクローナル抗体 を
作製 した。
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第3章 抗 ◎ordfactor抗体投与 による ◎owlfactor誘導マ ウス実験 的肉芽腫形成 の制御
材料および方法
マ ウスにcordfactorをwlo/wミセルの形21)で尾静脈 よ り単独投与 することによ り、肺、脾臓 、肝臓
において結核性 肉芽腫 に類 似す る異物性 肉芽腫が形成され る4-6)。Cordfactor誘導肉芽腫形成 の制御 に
抗coldfactor抗体 がどの様 に影響す るか について検討す るため、ICR系マウス にoDrdf麌αor200臥gのみ、
cordfactor200ｵgにmoAb300μ1(30ng)を添加後1時 間イ ンキュベ ー トしたものをそれぞれw/01wミ
セルの形 で尾静脈 よ り投与 した。対照 と してwlo!wミセルのみを投与 した。1週 間後 に各臓 器重量 を
測定 し、体重 との比をOrganIndexとして算 出 した21)。また、moAbの投与時期による影響 について も
検討 した。さ らに、炎症性 サイ トカイ ンであ るinterleukin-1(IL-1)および マクロファー ジに対す る走化
性因子(chemotacticfactor)についてmoAb投 与 による影響を調べ た。
結果お よび考察
CordfactorおよびmoAb投与か ら1週 間後 に各臓器重量を測定 し、体重 との比を(hganIndexとして
算 出 した ところ、3種 類の臓 器 においてcordfactorのみ を投 与 した場合 に比べ、moAbを添加投 与 した
場合は明 らかに肉芽腫形成 を抑制 した。特 に肺、脾臓において有意 な抑制効果が認め られた(Fig.7)。
また、毒性(病原性)の指標 であ る体 重減少 について もcordfactorを単独投与 したマウスに比べてmoAb
を同時に投 与 した群 において、明 らかに体 重減少 が抑制 された(rablel)。次 にmoAbの投与時期 を検
討 した。Cordfactor投与後30分 または12時 間後 にmoAbを投 与 した場合は、肺にお ける肉芽腫形 成 は
抑制 されたが、4日 後では 肉芽腫形 成の抑 制が殆 ど認め られなかった(Fig.8)。
Cordfactor
Cordfactor
Co
0 1.0 2.0 3.0
02.04.06.08.010.O
Organindex
Fig.7.SuppressionofmoAbongranuloma
formationinlungs,spleen,andliver.ICRmice
wereinjectedwithwlo/wmicelles◎ontainingco茹d
factor(200μg),cordfactor(200晒g)plusmoAb
(300ｵ1)orsaline(200μ1;control).After7days,
eachorganwasexcisedandgranulomaformation
wasevaluatedbythecalculationoforganindices.
Columnsshow口,spleen;圀,lungs;口,liver.
BarsindicatemeanfSD(n=5).
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Tablel.Ef琵ctofanti・coldfactormonodonalantibodonbodweihtreductioninducedbcordfactor
w/o/wcontrol
cordfactor(200ｵg)cordfactor(300dug)
c rdfactor(200ｵg)+cordfactor(300ｵg)+
moAb(300ullmoAb(300ul
bodyweight .,.1. 22.8±2.1 26.8韭0。8 20.3±0.9 24.1±1.6
Mice(5micepergmup)we爬軻 ㏄tα!with◎onifactoralone(2000r300μg)or◎oxdfactorplusmoAb(300μ1>
Bodyweightwasmeasuled7d町safterinjection.㎞wlo/w◎ontrol,wlolwmicelleswithoutcordfactorwere
injectedintomice.Data.representsmeantSE.
Fig.8.EarlyinterventionbymoAbinhibits
granulomaformationinlungs.The300μlof
moAbwasadministeredintravenously30min,
12hr,and4daysafterinjectionofcordfactor
(200fig).Granulomaformationinlungswas
examined7daysaftercordfactorinjection.
Columnsshow囗,◎ontml;i,◎ordfactorplus
moAb;●,cordfactor.Barsindicatemeanf
SD(n=5).
Cok!factor誘導実験 的マウス 肉芽腫炎症 モデルにお いて、炎症性 サイ トカ イ ンであ るi皿e且α面n。1
(IL-1)が病 変活動期 に誘導 され るこ とが報告 されてい る22,23)。Cordfactorを投与 した場合、病 変局所
のIL-1活性 は肉芽腫形成 の極期 である7日 目に顕著 に上昇 してい たが、moAbをcordfactorと同時投与
す ることによ りIL-1活性 の上昇 は認 め られず、◎andfactorを含 まない コン トロール と差はなか った(Fig.
9)。また、肉芽 腫形成活性 を示す ミコール酸含有糖脂 質 は投与初期 にマク ロファージに対す る走化性 因
子(chemotacticfactor)を誘導す ることも報告 されてい るがia>、moAbを◎oxdfactorと同時 に投与 するこ
とによ り投与後1日 目に上昇す るchemotacticactivityが抑制 された(Fig.9)。
Fig.9.・SuppressionbymoAbofIL-land
chemotacticbioactivitiesoflungsinmice
challengedwithcordfactor.W/o/wmicelles
containing200ｵgofcordfactorwereinjectedinto
miceintravenously,fc)110wedbythe軻ectionwith
300μlofmoAborsaline.Thelungswere
exdsedl([コ),4(囮),and7(団)dbysaftercord
factorinjectionandsinglecellsuspensionswere
prepared.Afterincubationfor24hr,the
supernatantswereassayedforIL-1activity(A)and
chemotacticactivity(B).
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MoAb投与 による肉芽腫形成 の抑制及びIL-1,chemotacticfactorの誘導抑制 に関す る機序 は明 らかでは
ないが、2つ の可能性 が考 え られ る。第1はcordfactorとmoAbが結合 することによ りcordfactorの活
性 部位が隠ぺい され宿主炎症応答 が抑制 されたため、即 ち抗体 によ り◎ordfactorの生物活性が 中和 され、
最終 的に肉芽腫 形成 が抑制 された可能性、第2の 可能性 は、cordfactorとmoAbが免疫 複合体 を形成 す
るこ とによ り宿主に おける抗原処理機能 が修飾され、すみや かに食細胞 に貪食、 その後異物処理 さ れ
る という考えであ る。第2の 可能性 については補体活性 化に関する検討 を要 するが、◎ordfactorが補体
結合能 を有す ることを筆者 らは既 に確認 してい る。
抗酸菌感染症 の最 も特徴 的病 変はマクロ ファー ジ、類 上皮細胞及び単核球 を中心 とした免疫担 当細
胞 の局所 的浸潤、増 殖 を主体 とした慢性 肉芽腫性 炎症で あ り、 肉芽腫性炎症の発 生や制御機構 には細
胞性免疫が深 く関与 してお り、細胞性免 疫の反応 を介 して乾酪性 肉芽腫や空洞形 成に至るもの と考 え
られてい る。抗 ◎ordfactor抗体 が ◎or<lfactorの毒性及び肉芽腫形成能 を始め とする各種生物活性 に抑制
(中和)的 に作 用す るこ とは細胞性免疫 の発現調 節に抗 体産生系(液 性免疫)が 関与する可能性 を 示
唆 してい る。細胞性 免疫 は1型 ヘルパーT細 胞(T'hl)、液性 免疫 は2型 ヘルパーT細 胞(Th2)に依存
し、ThlとTh2は拮抗制御 している24)。さ らに、肉芽腫 炎症 の早期(誘 導期)に はTh1優位、後期(消
褪期)に はTh2優位であるこ と25,26)を考慮 す ると、肉芽腫炎症 に細胞性及び液性免疫応答が正 と負 の
制御機構 を発揮 してい るこ とが想定 され る。
小括
マ ウスにお ける抗cordfactorモノクローナル抗体 を用いて ◎ordfactor誘導実験的 肉芽腫形成 に対 する
影響を調べ た。Cordfactor投与の初期 に抗体 を投 与 することによ り、毒性及び 肉芽腫形成は抑制 された。
また、 肉芽腫形成 に関与 してい るIL-1,chemotacticfactorの活性も抑制 され た。 これ らの結果 か ら、 結
核 性肉芽腫 に類似 する ◎ordfactor誘導肉芽腫が抗cordfactor抗体によ り抑制 され たことは、抗体(液 性
免疫)に よ り各種生物活性 を調節す ることが可能 であることを示唆 した。
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第4章 家 兎 に お け る抗cordfactor抗体 の作 製 と その 性 質
第1節M.tuberculosis及びM.aviu〃1由来 各種 糖 脂 質抗 原 の 単 離精 製
材 料 お よび 方 法
R.Tuber由来糖 脂 質 の 単 離 精 製 に準 じ、結核 菌M.tuberculosisと非結 核 性 抗酸 菌M.aviu〃iからそ れ ぞ
れcordfactorを単離 精 製 した。 ま た、M.tuberculosisから特 徴 的な糖 脂 質 と してtrehalosemonomycolate
σMM)及 び ◎ordfactorと同様 に トレハ ロ ー ス を含 有 す る2,3,6,6'{et町ltle媼ose2'租㎞te(SL)も単 離
した。
M.tuberculosis由来consfactor(MTB-cordfactor)とM..avium由来 ◎ordfactor(MAC・coπH瀛oりの化 学
的構 造 は ミコー ル酸 サ ブ ク ラ スが 異 な っ て お り、MTB-co∬dfactorはa-,メトキ シ,ケ トミコー ル酸 を
構 成 成 分 と して い るが、MAC・coralfactorはa-,ケト ジ エ ス テ ル ミコ ール 酸 か らな って い る13)。今 回 、
MTB-cordfactorのミコー ル 酸 メ チル エ ス テ ル を 皿.0で 各 種 溶 媒 系 を 用 いて 分 離 した 。
結 果お よび 考 察
n-hexane:diethylether(90:15,byvoL)およ び enzeneを組 み 合 わ せ て繰 り返 し展 開 す る こ とに よ り、
MTB・oold鰄or由来 ミコー ル 酸 メ チル エ ス テル のサ ブ ク ラス が 明 瞭 に分 離で き た。FAB!MS分 析 の 結
果 、α一ミコー ル 酸 はC78を 中 心 にC76-C84、メ トキ シ ミコー ル 酸 はC85を 中心 にC83-C87、ケ トミコ ー ル
酸 はC87を 中心 にC85-C8gまで の 分 子種 か らな っ て い た 。単 離 精 製 で きた糖 脂 質 お よび ミコ ール 酸 サ ブ
ク ラス の 皿,Cパ タ ー ン(Fig.10>、FABIMs(Fig.11)及び構 造 式(Fig.12)を示 した 。
(A) (B)
饗丶懲
Fig.10.TLCpatternsofglycolipidsandmycolicacid
methylesters.TMM,trehalose-6-monomycolateisolated
fromM.tuberculosis;SL,sulpholipid(2,3,6,6'-tetraacyl
trehalose2'-sulfate)isolatedfromM.tuberculosis;MTB-
cordfactor,cordfactorisolatedfromM.tuberculosis;
MAC-cordfactor,cordfactorisolatedfromM.avium;a-
Mへ α 一my◎olicacidmethylesterofMTB-coldfactor,
methoxyMA,methoxymycolicacidmethylesterof
MTB-cordfactor,ketoMA,ketomyoolicacidmethylester
ofMTB-cordfactor.Thedevelopingsolventswere(A),
d掻010鉛㎜:methanol:acetone:踟icadd(90:10:6:1,by
vol.);(B),benzene.
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Fig. 11. Negative FAB/MS  spectra of a-,  methoxy and keto mycolic acids from  M. tuberculosis. Mass 
 spectra were  recorded with a  JMS-SX102A double focusing mass spectrometer. (A), a-mycolic acid; (B), 
 methoxy  (MeO-) mycolic acid; (C), keto mycolic acid.
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Fig. 12. Chemical structures of glycolipids and mycolic acid subclasses 2,13) . (A),  cord factor, (B), 
 TMM; (C), SL; (D), mycolic acid subclasses of M. tuberculosis and M avium.
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第2節 家兎 にお ける抗MTB-cordfactor及び抗MAC-cold飽ctor抗体 の作製
日本種 白色雄性家兎 をspecificpathogenfreeの条件下で飼育 し、D-cordfactor及びMAC-coalfactor
をそれぞれwlolwミセルの形 で(300μg12ml1匹)1週間 に1回 の間隔で4回 背部皮下 に感作 した。そ
れ ぞれ抗cordfactor抗体が産生 された ことを確認後、最後 に追加免疫 した10日 目に心臓 よ り全採 血 し、
血清抗体 を得た。
第3節 抗cordfactor抗体 の性質
MTB・◎ordfactorを免疫 して得 られ た血清抗体 はD-cordfactorに高い反応性 を示 したが、MAC-co茹d
factorには低い反 応性 しか示 さなか った(Fig.13)。一方、MAC・cordfactorを免疫 して得 られた血 清抗体
はMAc・cowlfactorに高い反応性 を示 したが、MTB-cordfactorには低 い反応性 しか示 さなか った(Fig.14)。
したが って、 これ ら2種 類 の血清抗体 はhomologousな抗 原 とのみよ く反応 し、交差反応 性が低 い こと
が判明 した。さ らに、cordfactor,TMM,SLはM.tuberculosisに特徴 的な トレハ ロース含 有糖脂 質であ
るが、MTB・ぐOld魚αorで免疫 して得 られた血清抗体 はcordfactorに比べ、TMMや ミコール酸 を含 まな
いSLと の反応性 が低かった(Fig.15)。
これ らの結果 か らそれぞれ の抗consfactor抗体 はcottafactorの構造 の違い、即ち ミコール酸 サブクラ
スを認識 している可能性が示唆 され た。
Fig.13.Crossreactivityofserafromrabbits
i㎜ 血 厠 舳MB釦 曲 αorMB姻
factor(A,B)andMAC-cordfactor(C)werecoated
onanELISAplate.Serafrompie-immu血zed
rabbits(A)andserafromrabbitsimmunizedwith
MTB-cordfactor(B,C)diluted40times,■;80
times,●;160times,▲;320times,△;640times,
　 ;1280times,O,wereusedasthefirstantibody.
Thesecondantibodywasperoxidase-conjugated
goat価ni重ypurifiedantibodytorabbitIgGFc.
Fig.14.Crossreactivityofserafromrabbits
immunizedwitbMAC・coldfactor.MAC・cold
factor(AB)andMTB・cordfactor(C)wele◎oated
onanELISAplate.S㎝ 加m画 ㎜ 瓦幗
励its(A)andserafrom劭itsl㎜ 面 厠 舳
MAC・coldf臼ctor(B,C)diluted40times,■;80
times,●;160times,▲;320times,△;640times,
　 ;1280times,O,wereusedasthefirstantibody.
Thesecondantibodywasperoxidase-conjugatedgoat
affinitypuri丘edantibodyto曲bitIgGFc.
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Fig.15.Antigen尸sped血dtyofselafn)m
rabbitsimmi血zsd舳MTB-cordfactoragainst
coedfactor(A),TMM(B)andSL(C)ofM.
tuberculosisasantigen.Eachantigenwas
coatedonanELISAplate.Serafromrabbits
immunizedwithMTB-cordfactordiluted40
times,■;80times,●;160times,▲;320times,
△;640times,口;1280times,O,wereusedas
thefirstantibody.Thesecondantibodywas
pemx孟dase・co卿gatedgoataffinitypurified
antibodytorabbitIgGFc.
第4節MTB-cordfactorを免疫 して得 られた抗cordfactor抗体の ミコール酸 サブクラス メチル エステル
との反 応性
MB⑳rd魚 αorを免疫 して得 られ た血清抗体 についてMTB・cold鰄or由来 ミコール酸 メチル エステ
ル との反応性を検討 した ところ、 メ トキ シ ミコール酸 メチル エステル と最 も高 い反応性を示 し、・メ ト
キシ〉α一〉ケ トミコール酸 メチルエ ステル の順 に反応性 が低下 した(Fig.16)。
抗 ◎ordfactor抗体 がcordfactor中の ミコール酸 を認識す ること及び ミコール酸 メチルエステル 自体 と
も特異的 に反応 す ることが ら、ミコール酸 に反応 す る抗体 が ◎ordfactorに反 応す る抗体 と同一で あるか
否か を確認す るため、cordfactorまたはメ トキシ ミコール酸メチルエ ステルで前処理(吸 収)し た血清
抗体 について各々の抗 原に対 する反応性 を比較 した。そ の結果、coldfactorまたは メ トキシ ミコール酸
メチル エ ステル で前処 理 した血 清抗体 は未処 理 の コン トロール 血清抗 体 に比べ 反応性 が低 く、cord
factorとミコール酸メチル エステル と反応 する抗体は(少 な くとも一部 は)同 一抗体で ミコール酸 を認
識 してい ることが分かった(Fig.17)。
Fig.16.Antigen-specificityofserafrom
曲bitsi㎜1血 朗 輌thMB姻 鋤or
againstsubclassesofmycolicacidmethyl
esterfromM.tuberculosis.a-(A),methoxy
(B)andketo(C)mycolicacidmethylesters
werecoatedonanELISAplate.Serafrom
rabbitsimmunizedwithMTB-cordfactor
diluted20times,　;40times,・;80times,
▲,wereusedasthefirstantibody.The
seQondantibodywaspemxidase-oo切ugated
goata缶nitypuri血edantibo(lytorabbitIgG
Fc.
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Fig.17.Absorptionstudyofserafrom
血bbitsimmunizedwithMTBく01dfactor.
Serawerepre-incubatedwithMTB-cordfactor
(10ｵg/well),▲;methoxymyoolicadd
methylester(60ｵg/well),・;control,　,on
anELISAplateat4°Covernight.Afterpre-
incubation,thesupernatant(50ｵ1)ofeach
serawasusedasthefirstantibody.ELISA
plateswere◎oatedwith60μglwellof
methoxymycolicacidmethylester(A)or10
ｵg/wellofMT'B-cordfactor(B).
第5節 家兎 にお ける抗 ◎ordfactor抗体 の免疫 グロブリンサ ブタイ プ
家兎 をooldfactorで免疫 して得 られ た抗 ◎ordfactor抗体 は、結核 患者血清 中で上昇 してい る抗001d
factor抗体 と同様 にIgG抗体 が主であった。 これ に対 し、マ ウスモデル系で作製 した抗cordfactor抗体
はIgM抗体 が主であった。このよ うに抗cordfactor抗体 の免疫グ ロブリンサ ブタイ プが宿主に よって異
なって いる原 因については明 らかではな いが、宿主(種)の 違いによ り抗酸菌感 染におけ る免疫応 答
が違 うこ とが要 因の一つ と考え られる。 例 えば、家兎の抗 酸 菌感 染モデルでは結 核患者 と同様 の肺 に
おける乾酪壊死、空 洞化の病 変形成 は可 能で あるが、マ ウスでは現在 の ところこの ような病 変形成 モ
デル は報告 されていない。他 方、 ヘルパーT細 胞 によ り誘導 され るサイ トカインの種類 等 によ り免疫
グロブ リンのサ ブタイプや クラススイ ッチに影響 を与えてい る可能性 も考え られ る。
現状 において、抗cordfactor抗体 を結核 の血清学的診断法へ応用す ることを考 えた場合、家兎が結核
患者の抗cordfactor抗体産生モデル としてよ り適 当と考 え られた。
小括
家兎にMTB-cordfactor及びMAC-cordfactorを免疫 して得 られ た抗cordfactor抗体 の反応性 を比較 し
た。 これ ら2種 類 の抗 ◎ordfa(Kor抗体はoo1dfactorにお ける ミコール酸サ ブクラスの構造 の違いを認識
してい る ことが示唆 された。特 にMTB切rdfactorを免疫 して得 られ た家兎血清抗体 は結核菌の メ トキ
シ ミコー ル酸 と最も強 く反応 した。
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第5章 結核 患者血清 中の抗consfactor抗体 の性質
第1節 抗酸菌由来各種糖脂質抗原との反応性
材 料お よび方法
国立療養所刀根山病院 に入院中の排菌 陽性結核患者(TBpatients)32名、 ヅベルク リン陽性健常 人
10名の血清 についてMTB-cordfactor,MAC-coedfactor及びM.tuberculosisより単離精製 したSL,メ トキ
シ ミコール酸 メチルエステルを各 々抗原 と してELISA法に よる抗体価 を測定 した。抗原濃度 について
はcordfactorおよびSLは2.5μglwell,メトキシ ミコー ル酸 メチル エステルは10ｵg/wellをプレー トに
コー トし、血清希釈 倍率は160倍で行な った。
結 果お よび考察
Fig.18に示 した ように、32名の排菌陽性結核患者血清 のMTB{ヵ1d鋤o驚MAc⑳!d鋤orに対する抗
体価 を中央値で比較 す ると、排菌 陽性結核 患者血清のMIB・coldf瞭orとMAC・cordfactorへの反応性 に
有 意差(p<0.05)を認 めた。さ らに、SLに 対 する抗体価は きわ めて低 く、その構成成分であ るフチ オ
セ ラン酸や ヒ ドロキ シ フチオセラン酸 とは反応 しない ことがわか った。 また、結核 菌 由来 ミコール 酸
サ ブクラスの1つ であ るメ トキシ ミコール酸 メチルエス テル とは反応性 を示 した。これ らの結果か ら、
結核患者血清 中の抗 ◎ordfactor抗体は ◎ordfactorの構造 の違 い、即ち ミコール酸サ ブクラスの違いを認
識 してい る可能性を示唆するものであ った。
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第2節 結核 患者血清 とMAC感 染症患者血清 のcordfactorとの反応性
材料お よび方法
代表 的な結核患者血清 と結核既往症 のないMAC感 染症 患者血清2つのMTB-consfactor及びMAC・co虹
factorに対 する反応 性を血 清希 釈倍 率、 抗原量 を変 化 させ て比較 した。 次に、結核 患者 血清 検体 で
MTB・coK1飽ctorに対す る抗体価 の高かった10名 の結核 患者血清 と5名 の健 常人についてMTB・co掘
factor由来 ミコール酸メチル エステル及 びパル ミチ ン酸 メチルエステルに対 する反応性 を比較 した。
結果お よび考察
結核患者血清はMTB-cordfactorに高い反応性 を示 したのに対 しMAC・cordfactorには低い反応性 しか
示 さなか った。他 方、MAC感染症患者血清はMAC-◎Ordfactorに高い反応性 を示 したの に対 しMTB・cold
factorには低い反 応性 しか示 さなか った(Fig.19)。
Fig.19.ReactivityagainstcordfactorofserafromaTBpatient(A,B)andaMAC-infectedpatient(C,D).
Selaweled孟luted40(■),80(●),160(▲),320(◆)or640(囗)times.
この結果は血 清抗体がcordfactorの構造 違いを認 識 している可 能性 を示唆 し、次に結核患者血清検
体でMTB・cordf獄orに対 する抗体価の高か った10名の結核 患者血清 と5名 の健 常人についてMTB釦 掘
factor由来 ミコール 酸 メチ ルエ ステ ル及 びパ ル ミチ ン酸 メチル エ ステル に対 す る反応性 を比較 した
(Fig.20)。また、血清希釈倍率、抗原量 を変化 させて反 応性 を比較検討 した(Fig.21)。家兎で作製 した
MTB・cordfa(for抗体 と同様 にすべての結核 患者血 清はMAC-cordfactorの構成成分 と しては存在 しない
MTB-cordfactor中のメ トキシ ミコール酸メチルエステル と最も高 く反応 し、 ミコール酸以外のパル ミ
チン酸 メチルエステルに対 して は殆 ど反応 しなか った。
さ らに、吸収実験 の結果(Fig.22)から◎ordfactorのミコール酸 を認識す る抗体 と ミコール酸 自体 と
反応 する抗体が(少 な くとも一部が)同 一の ものであ ることも分かった。
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Fig. 20. Comparison of antigen-specificity of 
 sera  from TB patients against MTB-cord factor 
and a-  (a-MA), methoxy (Methoxy MA), keto 
(Keto MA) mycolic acid methyl ester 
subclasses i olated from MTB-cord factor and 
palmitic acid methyl ester.  Sera of 10 TB 
patients (A) and 5 healthy adults (B)  were 
diluted 160 times, and each antigen 
 concentration was 2.5  Rg/well  (MTB-cord 
factor) or 10  lig/well (mycolic acid subclasses 
and palmitic acid methyl ester).
Fig. 21. Dose-kinetic study of  sera  from a TB 
patient against mycolic acid subclasses as 
antigens. The subclass was (A)  a-MA; (B) 
Methoxy MA; (C) Keto MA. Each antigen 
concentration was 10  p.g/well,  II; 5  µg/well, 
 •; 2.5  µg/well, A.
Fig. 22.  Absorption study of  sera  from a TB 
patient. The  concentration of each antigen was 
(A) 10  gg/well (MTB-cord factor); (B) 60 
 gg/well  (Methoxy MA).  Non-absorbed sera, 
 ^  ; Pre-treated  sera with Methoxy MA (60 
 gg/well),  •;  Pie-treated  sera with MTB-cord 
factor (10  gg/well), A.
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小括
結核 患者 に検 出され る抗cordfactor抗体 についてMTB-cordfactor及びMAC・cordfactorとの反応性 を
調べ た ところ、家兎 を免疫 して得 られた抗cordfactor抗体 と同様 の性 質を有す ることが分か った。結核
患者血清がMAC菌 には含 まれないメ トキシ ミコール酸 を強 く認識 するこ とは、結核 と非結核 性抗酸 菌
症 の鑑別診断 にも有用である可能性 が示唆 された。
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総括
結核の確定診断は抗酸菌を検出することが基本であるが、 これら病原体診断は検出感度、検査期間
の点で問題があ り、診断の遅れが結核治療に支障を来 している。また、結核患者のうち半数以上は(喀
痰への排菌のない)排菌陰性患者であ り、これ ら結核患者に対する迅速診断法の開発が望まれている。
本研究は、抗酸菌に普遍的に含まれる糖脂質成分である ◎ordfactorを用いた血清学的迅速診断の開発を
目的に行なった基礎研究である。
筆者は、◎ordfactorに対する抗体が結核または非結核性抗酸菌症患者に特異的に出現 し、排菌陽性患
者のみならず排菌陰性患者にも高率に上昇 していることを見いだし、coldfactor抗体を用いた結核の血
清学的迅速診断に応用すべ く種々検討を行 った。まず、抗coalfactor抗体の微量測定系としてのELISA
法を開発 した。疎 水性の強いcordfactor抗原を、従来の水溶系での抗原抗体反応に応用 した点が特徴で
ある。これによ り抗cordfactor抗体の特性を明 らかにするassay系が確立できた。
次に、抗cordfactor抗体を実験的にマウス、家兎を用いて作製することを試み、その特性を明 らかに
した。その結果、抗QOId勲or抗体は ◎01d島ctorの構成成分である天然では非常にまれな長鎖分岐脂肪
酸、すなわちミコール酸を認識していることがわかった。さらに、詳細に検討 したところ、 ミコール
酸のサブクラスにより抗cordfactor抗体の反応性が異なることからconsfactorにおけるミコール酸サブ
クラスの構造の違いを認識 していることも明らかになった。
一方、マウスにおける◎ordfactor投与による肉芽腫形成能に関して、これら抗cordfactor抗体が及ぼ
す影響は肉芽腫形成 に抑制的に働 くことが明かになった。従来、結核感染においては細胞性免疫が深
く関与 していると指摘されているが、肉芽腫形成において抗体産生系(液性免疫)が これ ら細胞性免
疫の発現調節に関与 している可能性を示唆するものであった。
実験動物で作製 した抗cordfactor抗体の反応性か ら明らかになった特性をもとに、結核患者に検出さ
れる抗cordfactor抗体についてMTB-cordfactor及びMAC-cordfactorとの反応性を調べたところ、抗 ◎old
factor抗体はミコール酸サブクラスを認識 し、特に結核患者血清がM.avium菌には含まれないメ トキシ
ミコール酸を強 く認識することが確かめ られた。これらの結果は、結核と非結核性抗酸菌症の鑑別診
断にも応用できる可能性を示唆するものであった。
本研究での知見をもとに、結核の血清学的迅速診断法として糖脂質であるcordfactorを抗原とした
ELISAキットを開発し、結核の体外診断薬 として近 日中に発売される予定である。排菌陽性結核患者
にっいては陽性率90・95%、排菌陰性結核患者についても陽性率70-75%であ り、結核の迅速診断法と
して日常臨床での実施が可能であり、感度 ・特異性においても非常に有用であると考えられた。
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結 論
1.結 核菌 を始め とす る類縁抗酸菌の菌体表層脂 質 成分 として普遍 的に含 まれる ミコール酸含 有糖 脂
質 ◎ordfactorを抗原 としたELISA法に よる抗cordfactor抗体 の 体量を測定 する系を確 立 した。
本ELISA系は、従来 のタ ンパ ク質を用 いた抗 原抗 体反応 とは異な り、抗 原 として疎水性 の強い糖
脂質 を用い ることが特徴 であ る。
2.マ ウスにOOIdfactorをwlolwミセル の形で頻 回少量投与 す ることによ り、糖脂 質に対す る抗体 を
産生させるこ とがで きた。本抗体 は、cordfactorの糖 部分 である トレハn一 スよ りも、脂 質部分で
ある ミコール酸 を強 く認識 する抗体であ った。 さ らに、 同様 の性 質を有する抗001dfactorモノク
ローナル抗体 を作製 した。
3.マ ウスにおけ る抗 ◎ordfactorモノク ローナル 抗体 を用いてcordfactor誘導実験的肉芽腫形成 に対 す
る影響 を調べた。Cordfactor投与の初期 に抗体 を投与す ることに よ り、毒性及び肉芽腫形成は抑
制 され た。 また、 肉芽腫形 成に関与 して いるIL-1,chemotacticfactorの活性 も抑制 された。 これ ら
の結果か ら、結核性 肉芽腫に類似 する ◎Old島αor誘導肉芽腫 が抗cordfactor抗体によ り抑制 された
ことは、抗体(液 性免疫)に よ り各種生物活性 を調節 する ことが可能であ ることを示唆 した。
4.家 兎に結核菌M.tuberculosis由来cordfactor及び非結核性抗酸 菌M .aviu〃1由来 ◎ordfactorを免 疫 し
て得 られた抗coalfactor抗体 の反応性 を比較 した。 これ ら2種 類 の抗 ◎ordfactor抗体は ◎ordfactor
における ミコー ル酸サ ブクラスの構造の違い を認識 してい るこ とが示唆され た。特 に結核菌M .
tuberculosis由来 ◎01dfactorを免疫 して得 られた家兎血清抗体は結核菌のメ トキシ ミコール酸 と最
も強 く反応 した。
5.結 核 患者 に検 出される抗 ◎ordfactor抗体 についてM.tuberculosis由来 ◎ordfactor及びM .avium由来
◎ordfactorとの反応性 を調べ たところ、家兎 を免疫 して得 られた抗cordfactor抗体 と同様 の性質 を
有するこ とが分か った。結核患者血清 がMAC菌 には含 まれないメ トキシ ミコール酸 を強 く認識
する ことは、結核 と非結核 性抗酸 菌症 の鑑別診 断にも有用であ る可能性が示唆された。
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